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は限界がある．最近 polymeras chain reaction 
(PCR ) i去を応用することにより，これらの DNA 変
異検出法は非常に進歩した．このうち，現時点では
allele specific oligonucleotide (ASO ）のハイブリッ
ド形成による海基置換の検出法が最も頻繁に用いら
れているが，最近国立がんセンター研究所の林，関
谷らにより開発された PCR -singl e strand confrma -






















Fl ATPase のF サブユニット遺伝子内の変異によ
るわずかな配列変化をこの方法で検出している．彼
らはプラスミ ド （pKF l ）のインサー 卜部分




る6 個のフラグメントのうち， 93bp のフラグメン
トが対応する野生株プラスミド DNA と移動度を異
にしていた．この部位の塩基配列を決定したところ，
コドン 174 が TCT (Ser ）から TTT (P he）へと変異
していた．
次いで林，関谷らはこの方法を応用して，ヒト全
ゲノム DNA 中の ras 遺伝子の変異や RFLP マー
カーの lつである D 13S2 での変異をサザン法にて
検出する方法を確立した4）.すなわちヒトゲノム
DNA を制限酵素で切断し，アルカリ処理にて変性後，
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は PCR 法を導入 した5）.この場合は既に塩基配列
が知られている特定の遺伝子の変異を解析する場合
に限られることになる．図 1 に方法を示す．まず目
的となる領域を PCR 法により増幅する．この際 5’
端を 32p で放射性標識したプライマーを用いるか，
基質として［α 32 P] dCTP を用いることにより
PCR 産物を標識する．次に増幅した DNA 断片を加
熱変性させた後，非変性ゲル電気泳動を行う．変性
して 本ー鎖となった DNA 断片は非変性ゲルの中で，
分子内水素結合によりその塩基配列に特異的な高次
構造を形成するため，相補的な 2 本の DNA 鎖はそ
れぞれ電気泳動上異なる移動度を示す．そして
DNA 断片内に 1 塩基置換や短い塩基の挿入，欠失
などの構造変化が存在する場合には，それに応じて








具体的には，① PCR による DNA の増幅， ① 電
気泳動の2 つのステップからなる
1 ) PCR による DNA の増幅
まず PCR により増幅する DNA 断片のサイズとし
ては 40bp 以下とし，できれば 10 から ZObp 前
後になるようプライマーをデザインする．次に［α
32P] dCTP を直接 PCR 反応に加えて産物を標識す
る方法を示す． 10 サンプルの場合， H 20 23. 75μ1, 
10 × PCR ノfッファー 5μ1 ，プライマー A (lOpmo/ 
μl) 5μ1 ，プライ マー B (lOpmo/t) 5μl, 4dNTP 
(1. 25mM ) lμl , ［α－32P] dCTP (3,0Ci/mol) 5μ1 , 
Taq DNA ポリメラーゼ （5U / pl) 0.25μ1 （最初に
95 ℃で 10 分加熱処理する場合は処理後，個々のサ
ンプルに Taq DNA ポリ メラーゼ 20 倍希釈液を
0.5μl ずつ加える）計 45μ1 を調製し， l サンプル当
たり 4.5μ1 ずつ分注 し，それぞれに試料 DNA
(lOng /μt) 0.5μl を加え合計 5μ1 の系で PCR を行
う．もちろん通常の 50 ～ lOμl の系て、行ってもよ
いが，アイソトープや Taq D N A ポリメラーゼを大
量に使用することとなり非経済的である プライ
マーをポリヌ クレオチドキナーゼと ［y 32 P] ATP 






差による）を SCP 分析する場合には，［α＿32p] 
dCTP を直接 PCR 反応に加えて産物を標識する方法
では， 2 つの DNA 断片聞のシグナル差が大きくな
る可能性があり，この場合はプライマーラベルのほ
うがよい．
PCR は通常の，蛋白分解酵素や DNase を失活さ
せるために 95 ℃で 10 分加熱後， Tαq DNA ポリメ
ラーゼを加え， 95 ℃， l分で変性させ， 60 あるい
は 65 ℃， 1 分でアニーリングを行い， 72 ℃， 2 分
で酵素反応のサイクルを 30 回行う方法か，最初か
ら反応液に Taq DNA ポリメラーゼを加えておき，
95 ℃で 1分加熱後， 95 ℃， 1分， 60 あるいは 65 ℃，
2分を 30 サイクル行う方法2）のいずれかを選んで
いる．後者の場合は前者に比べ，加熱処理後マイク
ロチューブを遠心し， Taq DNA ポリメラーゼを個々
のサンプルに加えるステップを省略できる点で，一
度に多数のサンプルを処理する際に便利である．ま
た PCR 反応時間を 30 分以上短縮できるためサーマ
ル・サイクラーの使用が込み合っている研究室では
有用と思われる. PCR 終了後ホルムアミド色素溶
i夜（95 % formaide, 20mM EDT A, 0. 05 % bro -
mophenl blue, 0.05% xylen cyanol F) 45μl を加
え，それをさらに同溶液で 10 倍希釈する．
2）電気泳動
電気泳動は 5 ～ 8% ポリアクリルアミドゲル
(acrylamide : bis= 49 : 1, 20 ×40 ×0.3cm ，幅
5mm レーン）にて行う．これにグリセロールを 5
-10% の割合に加えると分離がよくなることがあ
る．ゲルの緩衝液は 0.5 ～ l ×TBE で行い， 1 レー









緩衝液のイオン濃度（0. 5 × TBE あるいは 1 ×
TBE ），グリセロール濃度（無添加あるいは 5 ない
し10% ）によって大きく変化する可能性があるの
で，目的とする DNA 断片ごとにいくつかの条件か
Single strand confrmation polymrhis 743 ( 5 ) 
ら最適のものをさがす必要がある．
その後，異常バンド部位をゲルから切り取り，






























有する DNA の 10% でも検出可能である．
百. PCR-SSCP 法を用いた遺伝子変異の解析例
1) ras 遺伝子の変異
鈴木らは肺癌 129 例の ras 遺伝子の変異について
SCP 法にて解析した6）.彼らは多くのサンプルを
処理するため， 1 回の PCR 反応に複数組のプライ
マー （K-ras 遺伝子のエクソン 1 および 2 部分，
N-ras 遺伝子のエクソン 2部分）を加えて同時に解
析した．この際，泳動度に差があれば，確認のため
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単一箇所のプライマーの組合せで PCR-SCP を行







部位は K-ras 遺伝子に 73% が集中することを明ら
かにした．この中にはコドン 12, 13, 61 のほかに，
K-ras 遺伝子コドン 18 という従来報告されていな
い部位の変異も見出している．
2 ) RB 遺伝子の変異
村上らは 2, 784bp からなる RB cDNA のコード領
域を互いに一部重複する 13 個の cDNA 断片にかけ，
PCR-SCP 法により構造解析を行ったn. 10 種類
のヒト腫蕩由来の培養細胞から RNA を抽出し，逆
転写酵素反応により cDNA とした後 PCR 反応
(RT-PCR ）を行い， SSCP 分析を行った．肺巨細胞
癌細胞株 Lu65 にて，移動度の変化を認め塩基配列
を決定したところ，途中で停止コドンに変化してい
た．その結果， RB 蛋白は N 端から 81 アミノ酸のポ
リペプチドで停止することとなり，正常機能を失っ
ていると考えられた．またこの細胞のゲノム DNA







はゲノム DNA を増幅し SCP 分析を行ったところ，
肝癌 19 例中 5 例で正常 p53 アレルの欠失を認めた．
この中の 3例では，残存アレル上にミスセンス変異








ているため， DNA flow cytomery を用いて aneu-
ploid と diploid の細胞を分離し，それぞれp53 遺伝
子の変異について検討した9）.すべてのエクソン部
分を増幅して SSCP 解析を行ったところ， aneuploid
の細胞に変異を認めたが， diploid の細胞では変異
を認めなかった．内訳では 24 例の胃癌において 14
例が aneuploid を示し，このうち 9 例においてエク




伝子の変異を検出している. Cason らも 7 例の肺
癌細胞お よび 24 例の食道癌を分析し， 3 か所の変
異を検出している 12). Schleg らは原発性肺癌にお
ける p53 遺伝子の変異が脳での転移巣で保たれてい
るか検討・したところ，転移巣でも保存されているこ
とを認めている 13 ）.また徳島大 学第 2 外科の近藤






うな配列として Alu 配列に注目した 14 ）.すなわち
A lu 配列外側で単一コピーの配列をもっプライマー
を用いて， Alu 配列の特定コピー（約 40bp ）のみ
を増幅し，この多型構造を SCP j去により解析した．
40 個の Alu 配列を検索した結果，その半数近くが
ヘテロ接合体出現率 0.3 以上の多型を示すことが明
らかとなった． また飯塚らは，この Alu 配列がヒ
トゲノムのほとんどすべての領域に存在することか
ら，この多型性の検出が連鎖解析に有力であること




5) neurofibmats type 1 (N F 1）遺伝子での
変異の解析
Utah 大学の White のグループは，連鎖解析法を
利用して NFl 遺伝子の cDNA の一部（約 4kb ）を単
離し，その塩基配列を決定した．このデータをもと
にエクソン・イントロン・ジヤンクションを決定し，
各エクソン用の PCR プライマーを合成し SCP 法
によって， 72 例の NFl 患者中 6 例に点突然変異を
見出した．エクソン 4, 5, 6 7 部分の断片はそれぞ
れ 30bp 以下なのでそのまま SCP 分析を，またエ






6 ) cystic fibrosis (CF ）遺伝子での変異の解析
CF は白人では最も頻度の高い先天代謝異常症で
ある．この CF の原因遺伝子 とされる cystic fi bro-
sis tra 附 ne 帥 rane conduta 町 e regulator (CFTR) 
遺伝子は 27 個のエクソンからなり， 1 ,480 のアミ
ノ酸をコードすることが知られている. CF 患者に
おける CFTR 遺伝子の変異の 70% は，エクソン 10
での 3塩基の欠失によるフェニルアラニ ンの消失
（企 F508 ）である. Dean らは，この変異が認めら
れない CF 患者では膜貫通部位に変異が存在するの
ではないかと考え，エクソン 4 および 7 部分を
SCP 法にて分析した 17) . その結果， 46 例の CF 患
者のうちエクソン 4 で 3例，エクソン 7 で 1例に変
異を認めた．また Ianuzi らは，エクソン 7 部分
をSCP 法にて解析した．そのうちの 1例は 2 塩基
の挿入が，別の 1例は 1塩基の欠失が存在すること
が見出され，それぞれフレームシフトによりコドン




レセプター (IR ）遺伝子の変異について SCP 法を
用いて解析した 19）.最初に本方法の感度と特異性
について検討を加えた．すでに IR 遺伝子に変異を








は，解析した DNA 断片のサイズが 67bp と長すぎ
たためと考えられている．そこで彼らは非インスリ
ン依存性糖尿病患者 30 例について，チロシ ンキナー
Single strand confrmation polymrhis 745 ( 57 ) 
ゼ部分をコードするエクソン 17 から 21 にかけて変
異の有無について分析した．その結果，エクソン
18 で 1 例にミスセンス変異を，またエクソン 17 で




Dockhorn Dworniczak らは フェニルケトン尿症
患者での PAH 遺伝子の変異を解析した20 ）.彼らは
Pharmcia 社の phast sytem （全自動で泳動・染色




間（1. 5 時間）で検出できる利点がある. Labrune 
らも SCP 法を用いて PAH 遺伝子のエクソン
3,5712 部位を解析した．彼らは， 2 つの新しい
ミスセンス変異を見出すとともに，すでに報告され




Tay-Sachs 病 Bl 異型はきわめてまれな疾患とさ
れている. Ainsworth らは，既に知られているヘキ
ソサミニダーゼA のαサブユニ ット遺伝子の変異を
SCP 法で検出可能かどうカ寸食討した2 ）.彼らは l
回目の PCR を行い， 2 回目は 1 回目の産物を鋳型
とし，一方だけのプライマーを用いた asymetric
PCR の産物をミニゲルを用いて泳動（4. 5 時間）後，
銀染色にて移動度の異なるバンドを検出した．
10) factor IX 遺伝子での変異の解析
Demrs らは血友病 B 患者での factor E 遺伝子で
の変異について，まず SCP 法で変異がエクソン 6
に存在することを確かめ，その変異を direct se-
quencig 法にて明らかにした23) . Dimnk らも，
SCP 法を用いて factor E 遺伝子での変異を検出し
ている 24) .





ドポリモルフイズム （GT/CA repat の数の差によ




Pi・－P4・ Pl・－P3・ Pl・－P4・「ー 「 「一一寸 「ー 「C  P  C  P  C  P 
晶骨． 福 岡F
・ー‘ ． ；” －． ・－127bp
•• 4 ..・  ー）07bp
B Pi・＼ P3・ P2・ Pi＼＼ 
single 
「「C  P 
P3 P3・
「「「「C  P  C  P 
－．司．
double 























ゼ （OTC ）欠損症の病因解析の手段としてSCP 法
を用いている24>.Alison らは家族性Alzh eimer 病怠
者において，アミロイド前駆体蛋白遺伝子のエクソ
ン17 においてミスセンス変異を見出している．彼
らは同遺伝子のエクソン 7,15, 16 に関して，SCP
法にて解析したが異常は認められなかったと報告 し


















部位を中心にして， PCR で増幅後SCP 法にて解析
した31）.図2に結果を示す．プライマーとして 5’
倶IJではPl,P2 を， 3’側ではP3, P4 を使用している．
それぞれのプライマーをか－32P] ATP で5’端を標
識して PCR で増幅後SCP 解析を行った. A図で
示すように P2 とP4 およびPl とP4 の組合せでは，






B図では P2 とP3 のプライマーを使用した例を
示す. PZ・－p3*, PZ* -P3, P2-P3＊での＊印は放
射標識した側のプライマーを示す. P2*-p3 ・で夜、









の部位の塩基配列を決定すると CGG (Arg ）から



























る目的で， ras 遺伝子の変異の有無について SCP
法にて解析した35) .
まず K-r ，αs 遺伝子コドン 12 13 部位に変異を有
することが知られている細胞株 DNA を用いて，各
電気泳動条件下で移動度の変化が認められるか検討
した．図 3 A から E に，温度，緩衝液（TBE ）の濃
Single strand conformation polymrphism 74 ( 59 ) 




B 2 3 4 5 6 7 8 9 
Cl2345 6789 
El2345 6789 
図 3 PCR-SCP 法による K-ras 遺伝子コドン
12, 13 部位の解析
A から E は電気泳動条件を示す. A ：室温 ・1 ×
TBE ・グリセロー ルなし B ：室温・ 0. 7 × TBE・ 
グリセロー ルなし C ：室温・ 1 ×TBE・l0% グリ
セロー ル 0:4 ℃・ 1 ×TBE・ グリセロー ルなし
E:4 ℃・0. 7 ×TBE・ グリセロー ルなし
レー ン 2 から 9 はK -ras 遺伝子コドン 12, 13 部位に
変異を有するヒト腫蕩細胞株 DNA を示す． レー ン l
：胎盤 2 : MDA-MB231 （コドン 13, GGC → G AC) 
3 : SW116 （コドン 12, GGT → GCT ) 4 
PANCl （コドン12, GGT → GAT ) 5 : Cl （コドン
12, GGT → GTT ) 6 : PSNl （コドン 12, GGT → 
CGT ) 7 : Lu65 （コドン 12, GGT → TGT ) 8 : 
A549 （コドン 12, GGT → AGT ) 9 : SW480 （コド





この 5 つの条件では， 4 ℃， 1×TBE ，グリセロー
ルなしの場合（図 3 D ）が移動度の差として最も大
きな変化を示している．ただ SW116 の場合はこの
条件下では，正常 DNA との差が不明瞭である．む
しろこの変異は室温， 1 × TBE ，グリセロールな
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2 3 
図 4 PCR -SCP 法による甲状腺髄様癌での
K -ras 遺伝子エクソン 1部位の解析
1. 胎盤 2, 3, 4. 甲状腺髄様癌 2 で異常バン ド
が出現している．
過程で，甲状腺髄様癌 DNA において K-ras 遺伝子
のエクソン l 部分で異常バン ドが検出された （図
4 ）.この異常バ ンドは患者白血球 DNA でも認め
られ，ポリモルフイズムの 1種と考えられる．塩基
配列を決定すると，コドン 30 での GAC (Asp ）か
らGAT (As p）への塩基置換を認めた．内分泌腫蕩
では ras 遺伝子の変異の頻度は低く， 74 例中褐色
細胞腫 1 例にて H-r ，αs 遺伝子コドン 13 での変異を
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